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Determination of fungal biomass in soil using ergosterol content analysis

ABSTRACT

Szwajkowska-Michatek L., Kwasna H., Perkowski J. 2014. Oznaczanie biomasy grzybni w glebie metoda
analizy zawarto$ci ergosterolu. Sylwan 158 (3): 203-211.

"The presence of microorganisms in the substrate is detected with increasing frequency using chemical methods.
During the first 9 weeks ergosterol concentration in sterile or not sterile soil inoculated with one of the
damping-off fungi reached 966 pg/g, while number of colony forming units (cfu) went up to 247x10° cfu/g,
Ergosterol concentration was correlated with the size of the soil fungal community estimated in terms of
the number of colony forming units in soil. Pearson’s correlation coefficient was 0.700-0.946 for sterile and not
sterile soil. Higher content of ergosterol was observed for F sambucinum var. sambucinum, H. haematococca and
1" cucumeris while higher average content of cfu was observed for H. haematococca and 1. cucumeris.
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Wstep

Do podstawowych metod okreslania struktury zbiorowiska mikroorganizméw w glebie nalezg
metody mikrobiologiczne. Opierajg si¢ one m.in. na izolacji mikroorganizméw na podtozach mikro-
biologicznych, liczeniu kolonii wyrostych z jednostek tworzacych kolonie (u grzybéw z zarod-
nikéw lub fragmentéw strzgpek) w objetosci gleby oraz ocenie morfologicznej (podobieristwo
fenotypowe) lub molekularnej (pokrewieristwo) wyrostych kultur [Marika 1974]. Coraz cz¢sciej
obecnosé mikroorganizméw w podtozu stwierdza sic metodami chemicznymi. Opierajg si¢ one
na analizie zwigzkéw wchodzacych w sktad mikroorganizméw. Jednym z nich jest ergosterol.
Ergosterol jest gléwnym sterolem grzybéw [Newell 1992]. Niewielkie ilosci ergosterolu znajdujg
si¢ réwniez u glonéw jednokomdrkowych, pierwotniakéw i niektérych bakterii [Weete 1989;
Zhao i in. 2005]. Ergosterol uczestniczy w budowie i funkcjonowaniu blony cytoplazmatycznej
komdrek i blon mitochondriéw w grzybni wegetatywnej i zarodnikach. Decyduje o integralnosci
bton. Jego zawarto$¢ wplywa na intensywnosé oddychania grzybéw [Sundberg i in. 1999].
Oznaczanie zawartosci ergosterolu zastosowali po raz pierwszy Seitz i in. [1977]. Metodg
wysokosprawnej, ci$nieniowej chromatografii cieczowej (HPLC) badali zawartosé ergosterolu
w ziarnie zb6z zasiedlonym przez grzyby. Metode zastosowano do badania biomasy grzybéw
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[Gessner, Newell 1997; Montgomery i in. 2000; Ruzicka i in. 2000] oraz zanieczyszczenia mikro-
biologicznego zbéz, produktéw spozywezych, materiatéw budowlanych i powietrza [Grant,
West 1986; Johnson, McGill 1990a, b; Miiller, Schwadorf 1993; Gutarowska, Zakowska 2002;
Lau i in. 2006].

Celem pracy bylo wyznaczenie zawartosci biomasy grzybowej w lesnej glebie szkétkowej
w réznym okresie po inokulacji grzybami zgorzelowymi. Podjeto réwniez prébe korelacji
wynikéw dwéch metod badania zasiedlenia gleby przez grzyby. Pierwszg byta mikrobiologiczna
analiza gleby przeprowadzona tradycyjng metodg izolacji grzybéw na pozywce, drugg natomiast
chemiczna analiza gleby przeprowadzona metodg badania zawartosci ergosterolu.

Materialy i metody

GLEBA. Do badan uzyto niesterylnej i sterylnej lesnej gleby szkdétkowej inokulowanej jednym
z nastgpujacych grzybéw zgorzelowych: F oxysporum, F. sambucinum var. sambucinum Fuckel,
Haematonectria haemarococca (Berk. & Broome) Samuels & Rossman, Neonectria radicicola (Gerlach
& L. Nilsson) Mantiri & Samuels i Thanatephorus cucumeris (A.B. Frank) Donk i podlewanej
ptynem pohodowlanym Pencillium adametzii Zaleski. Gleba pochodzita ze szkétki lesnej z Wiel-
kopolski (Garncarski Bréd, Nadlesnictwo Oborniki Wlkp.). Jej odczyn wynosit 3,5 w skali pH.
Sterylizacj¢ gleby wykonano 7 dni przed inokulacjg grzybami zgorzelowymi, dwukrotnie w od-
stepach 24 godz., kazdorazowo przez 2 godz. w temperaturze 121°C.

MIKROBIOLOGICZNA IZOLACJA GRZYBOW. Izolacj¢ grzybéw przeprowadzono metodg rozciericza-
nia prébki gleby [Johnson, Marika 1961; Marka 1964]. 1 g gleby taczono ze 149 g sterylnego
piasku kwarcowego w kolbie. 27 mm? mieszaniny glebowo-piaskowej umieszczano w sterylnej
plytce Petriego. Zalewano jg schtodzong do 50°C pozywkg Martina-Johnsona (pepton 5,0 g,
KH,PO, 1,0 g, MgSO,x7 H,0 0,5 g, glukoza 10 g, réz bengalski 0,03 g, aurcomycyna 0,0025 g,
agar 20 g, woda destylowana do 1 1) [Martin 1950; Johnson 1957]. Grzyby inkubowano w tempe-
raturze 25°C przez 7 dni. Liczbe izolatéw okreslono po zliczeniu kolonii grzybowych. Izolacje
grzybéw z gleby niesterylnej i sterylnej wykonano odpowiednio 9- i 8-krotnie, w odst¢pach tygo-
dniowych; kazdorazowo w 10 powtérzeniach. Wyliczono liczbg jednostek tworzgcych kolonie
(jtk) w 1 g gleby.

CHEMICZNE 0ZNACZANIE ERGOSTEROLU. Ekstrakcjg ergosterolu przeprowadzono, wykorzystujac
metode Perkowskiego i in. [2008]. Do 0,2 g gleby dodano 0,5 ml 2M NaOH i 2 ml metanolu
(CH,OH). Dla ufatwienia saponifikacji (zmydlania) i poczatkowej ekstrakcji metanolem prébg
podgrzewano promieniami mikrofalowymi (370 W, 2x20 s.). Nastgpnie prébe chtodzono i neu-
tralizowano 1M HCI i 2 ml CH,OH, po czym kontynuowano ekstrakcj¢ ergosterolu przy uzyciu
pentanu (C;H,,, 4 ml, 3x5 min). Warstwy pentanowe pofgczono i odparowano w strumieniu
azotu. Analiz¢ chemiczng prowadzono metodg wysokosprawnej, cisnieniowej chromatografii
cieczowej (HPLC). Rozdzial chromatograficzny prowadzono na kolumnie Nova Pack
z fazg zwigzang oktadecylowg C-18, z fazg wymywajacg acetonitryl/metanol w stosunku 9:10 (v/v),
przy przeptywie 0,6 ml/min. Detekcj¢ ergosterolu prowadzono w detektorze absorpcji $wiatta
nadfioletowego i widzialnego przy dhugosci fali A=282 nm (Waters 486 Tunable Absorbance
Detector). Odzysk ergosterolu wynosit 97%, a poziom wykrywalnosci 0,02 pg/g.

ANALIZA SATYSTYCZNA. W celu okreslenia korelacji liniowej mi¢dzy liczbg jednostek tworzgcych
kolonie grzybowe w 1 g gleby a zawartoscig ergosterolu w 1 g gleby wyznaczono wartosci wspét-
czynnika korelacji Pearsona z uwzglednieniem poziomu istotnosci p<0,05 i p<0,001, stosujgc
program Statistica 6.0. Wykresy przedstawiajgce liczb¢ jednostek tworzgcych kolonie i zawartos¢
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ergosterolu w glebie sterylnej i niesterylnej innokulowanej jednym z grzybéw zgorzelowych
sporzgdzono na podstawie obserwacji trwajgcej 9 tygodni, wybierajac 2., 5. i 9. tydzien jako
znaczgce punkty obrazujgce przebieg doswiadczenia.

Wyniki

Zawartos¢ ergosterolu w glebie inokulowanej grzybami zgorzelowymi, w okresie do 9 tygodni,
wynosita od 0 do 966 pig/g, a liczba jednostek tworzacych kolonie 0-247x10° jtk/g (ryc.). W okre-
sie badan zawarto$¢ ergosterolu oraz liczba jtk zaczynala rosngé w 3. tygodniu, osiggajac maksimum
w 5. tygodniu, natomiast w ostatnim tygodniu obserwowano spadek wartosci zaréwno ergoste-
rolu, jak i jtk. Jedynie w przypadku Fusarium oxysporum zawartos¢ ergosterolu w glebie nieste-
rylnej osiggneta wartos¢ maksymalng w 9. tygodniu obserwacji. W glebie niesterylnej zawartos¢
ergosterolu obserwowano na poziomie 13,97-56,16 pg/g. W glebie sterylnej zawartos¢ ergoste-
rolu osiggneta wyjatkowo wysokie wartosci (362,4 pg/g w 5. tygodniu dla F sambucinum var.
sambucinum, 966 pglg w 5. tygodniu dla H. haematococca i 309 pglg w 5. tygodniu dla 1. cucumeris).
W glebie niesterylnej zawartos¢ jtk ksztattowata si¢ na poziomie 2,65x10°-61,4x103 jtk/g. Naj-
wyzsz $rednig zawartos¢ jtk dla gleby sterylnej obserwowano dla H. haematococca (247x103 jtk/g
w 5. tygodniu), Fusarium oxysporum (190x10° jtk/g w 5. tygodniu) i 7. cucumeris (155x10°% jtk/g
w 5. tygodniu) (ryc.). Wspélezynnik korelacji Pearsona przyjmowat wartosci 0,744-0,946 dla
gleby niesterylnej i 0,700-0,900 dla gleby sterylnej (tab.).

Dyskusja
7 uwagi na obecnos¢ ergosterolu w scianach komérkowych grzybéw przyjmuje sie, ze zawartos¢
tego zwigzku w glebie jest skorelowana z wiclkoscig biomasy grzybéw [Marfleet i in. 1991;
Schniirer, Jonsson 1992; de Castro i in. 2002; Gutarowska, Zakowska 2002]. Niniejsze badania
prezentujg relacje migdzy zawartoscig ergosterolu i biomasy grzybowej w glebie. Zaobserwo-
wano wyrazng korelacje mi¢dzy zawartoscig ergosterolu w glebie i wielkoscig populacji grzybéw
wyrazong liczbg jednostek tworzacych kolonie. Wspétczynnik korelacji wynidst 0,700-0,946
i byt zblizony do wartosci (0,950) stwierdzonej przez Barajas-Aceves i in. [2002] i Montgomery
i in. [2000]. W prezentowanych badaniach wspétczynnik korelacji byt na ogét wyzszy dla gleby
niesterylnej, co stoi w sprzecznosci z wynikami Barajas-Aceves i in. [2002], ktdrzy nie stwierdzili
wyraznej korelacji migdzy zawartoscig ergosterolu i biomasg C w glebie niesterylnej. Brak kore-
lacji ttumaczyli obecnoscig w glebie innych, pozagrzybniowych mikroorganizméw posiadajacych
ergosterol.

Zawarto$¢ ergosterolu w glebie zalezy nie tylko od wielkosci biomasy grzybéw, ale takze
od fizycznych i chemicznych warunkéw srodowiska: m.in. struktury, temperatury, wilgotnosci,
odczynu, zawartosci tlenu i sktadnikéw pokarmowych, charakteru zawartych zwigzkéw [Seitz
i in. 1979; Newell i in. 1987; Salmonowicz, Nylunda 1988; Schniirer 1993; Newell 1994;
Montgomery i in. 2000; Nielsen, Madsen 2000; Dawson-Andoh 2002]. Nie bez znaczenia jest
obecnos¢ nisz ekologicznych preferujgcych okresowy i lokalny rozwdéj okreslonych grup grzy-
béw. Srednio przyjmuje si¢ jednak obecnos¢ 4-5 pg ergosterolu w 1 mg biomasy grzybéw gle-
bowych [Montgomery i in. 2000; Ruzicka i in. 2000; Eiland i in. 2001].

W badanej lesnej, niesterylnej glebie szkétkowej stwierdzano bardziej stabilng zawartos¢
ergosterolu w czasie niz w glebie sterylnej. Po 3. tygodniu nastgpit wzrost zawartosci ergosterolu
w wyniku wzrostu populacji grzybéw stymulowanych metabolitami P. adamerzii dodawanymi do
gleby. W 3.-5. tygodniu $rednia zawartos¢ ergosterolu w glebie niesterylnej wynosita 13,97-56,16 pg/g.
Zawarto$¢ ergosterolu byta wyzsza lub miescita sic w granicach obserwowanych w glebach
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lesnych przez innych badaczy: m.in. 5,45 pg/g gleby z terenu Niemiec [Djajakirana i in. 1996],
2,36 pgfg gleby z potudniowych terenéw USA [Stahl, Perkin 1996], 30,8-34,4 pg/g i 25,6-85,9 pg/g
gleby z laséw sosnowych [Ohtonen, Vare 1998; de Ridder-Duine i in. 2006]. Wedtug Westa i in.
[1987a], Scheua i Parkinsona [1994] oraz Ruzicki i in. [2000] zawartos$¢ ergosterolu w glebie
wynosi 0,08-230 pg/g gleby. Réznice mogg wynika¢ z zastosowania réznych metod ekstrakcji.
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Liczba jednostek tworzacych kolonie i zawartosé ergosterolu w ciggu 9 tygodni w glebie sterylnej i nieste-
rylnej innokulowanej jednym z grzybéw zgorzelowych
Number of colony forming units and ergosterol content within 9 weeks in soil sterile and non-sterile
inoculated with one of the damping-off fungi
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Tabela.

Wartosci wspélezynnika korelacji Pearsona mig¢dzy liczbg jednostek tworzacych kolonie i zawarto$cig ergo-
sterolu w glebie sterylnej i niesterylnej innokulowanej jednym z grzybéw zgorzelowych

Pearson correlation coefficients between the number of colony forming units and the content of ergosterol
in non-sterile and sterile soil inoculated with one of the damping-off fungi

Grzyb Gleba niesterylna Gleba sterylna
Neonectria radicicola 0,744** 0,848%**
Fusarium oxysporum 0,894** 0,900*
Fusarium sambucinum vax. sambucinum 0,913* 0,831%*
Haematonectria haematococca 0,946* 0,700%*
Thanatephorus cucumeris 0,943* 0,888%*

*p<0,001; **p<0,05

W niniejszych badaniach zastosowano ekstrakcje w srodowisku alkalicznym, co, jak podajg Davis
i Lamar [1992], zwi¢cksza doktadnos¢ analizy.

Dla gleb najczesciej podaje si¢ korelacje migdzy zawartoscig ergosterolu (pg/g) i zawarto-
$cig suchej masy grzybni (mg/g). West i in. [1987a, b] oraz Stahl i Parkin [1996] podajg korelacje
miedzy zawartoscig ergosterolu i powierzchnig strzepek (0,16 pg ergosterolu w 1 ¢cm? grzybni)
i dlugoscig strzgpek (w 1 g gleby, 1-3,5 pg ergosterolu odpowiadato 100-1 270 m wszystkich
strzgpek i 20-250 m zywych strzepek, wspétezynnik korelacji wynosit 0,638-0,874). Korelacjg
mi¢dzy zawartoscig ergosterolu w pg i liczbg jednostek tworzgcych kolonie w 1 g ziarna zbéz
stwierdzili Marfleet i in. [1991], Schniirer i Jonsson [1992], Tothill i in. [1992] oraz de Castro
i in. [2002]. Wspdtczynnik korelacji wynosit odpowiednio 0,91-0,95 i 0,72-0,88. U Gawrysiak-
-Witulskiej i in. [2008] zawartos¢ ergosterolu w ziarnie zbdéz wynosita 0,92-10,87 ug/g, liczba
jtk 7000-43000/g, wspétczynnik korelacji r=0,92. W badaniach zanieczyszczenia mikrobiolo-
gicznego srodowiska tylko Gutarowska i Zakowska [2002] podaja korelacje migdzy zawartoscig
ergosterolu i liczbg jednostek tworzacych kolonie na powierzchni materialéw budowlanych.
Zawarto$é ergosterolu 3,96 mg/m? powierzchni odpowiadata obecnosci 1000-100 000 000 jek/m?,
a wspétczynnik korelacji wynosit 0,790-0,933.

Newell i in. [1987] oraz Ekblad i in. [1998] obserwowali spadek zawartosci ergosterolu za-
réwno po autolizie strzepek grzybéw, jak i w starzejacych si¢ mikoryzach. Ekblad i in. [1998]
przypisali to degradacji ergosterolu w zamierajacych lub w martwych strzgpkach. Obie obser-
wacje przyczynily si¢ do powstania opinii, ze ergosterol ulega szybkiej degradacji po smierci grzy-
b6w, a badanie zawartosci ergosterolu moze stuzy¢ do badania wielkosci zywej biomasy grzybéw
[Seitz i in. 1979; West i in. 1987a; Scheu, Parkinson 1994]. Okazuje si¢ jednak, ze ergosterol ulega
szybkiej degradaciji, ale tylko na swietle (43% w ciagu 24 godz. [Mille-Lindblom i in. 2004]).
Przy braku $wiatla degradacja przebiega znacznie wolniej (34% w ciggu 2 miesi¢cy).

Mille-Lindblom i in. [2004] zasugerowali mozliwosci rozktadu ergosterolu pod wptywem
wysokiej temperatury. Kadakal i Artik [2008] podaja, ze temperatura 70-95°C, zwlaszcza przy
nizszym pH podloza, przyspiesza degradacj¢ ergosterolu w pascie pomidorowej. Newell i in.
[1987] zaobserwowali, ze wysoka temperatura rozktada ergosterol, ale tylko na §wictle. W niniej-
szych badaniach obserwowano podobng, poczatkows zawartos¢ ergosterolu w glebie niesterylnej
i wysterylizowanej poprzez autoklawowanie. Wydaje si¢, ze zastosowana temperatura autokla-
wowania (121°C) nie roztozyla ergosterolu grzybéw, pomimo ze denaturowata biatko, powodujac
zamarcic zywej biomasy grzybéw. Uzyskany wynik sugeruje malg podatnosé ergosterolu
zawartego w glebie na rozktad pod wplywem temperatury powyzej 100°C. Mozna przypuszczaé,



208 Lidia Szwajkowska-Michatek, Hanna Kwasna, Juliusz Perkowski

ze duza odpornosé ergosterolu na wysokg temperatur¢ wynika z denaturacji enzyméw uczest-
niczgcych w rozkladzie ergosterolu. Wynik ten stoi w sprzecznosci z wynikami Barajas-Aceves
i in. [2002], ktérzy w glebie nieautoklawowanej stwierdzili 2-4 razy mniej ergosterolu niz w glebie
autoklawowanej.

Analiza mikrobiologiczna oparta na liczeniu jednostek tworzgcych kolonie uwzglednia kolo-
nie wyrastajace tylko z Zzywych komérek grzybéw. Analiza chemiczna oparta na badaniu zawartosci
ergosterolu stwierdza natomiast ergosterol zar6wno w zywych, jak i martwych strzgpkach.
Stosunek dtugosci wszystkich strzgpek do zywych strzgpek grzybéw w glebie zdaniem Stahla
i Parkina [1996] wynosi (4-)5:1. Wnioskowanie na temat wiclkosci biomasy grzybéw w glebie na
podstawie liczby jednostek tworzgcych kolonie powinno wige uwzgledniaé¢ podany powyzej sto-
sunek. Nalezy réwniez uwzglednic fakt, ze zastosowana analiza mikrobiologiczna cze¢sto nie
stwierdza obecnosci podstawczakéw, uspionych endofitéw, jak réwniez gatunkdéw, ktére nie
rosng lub rosng wolno na podtozach sztucznych [Kwasna i in. 2008].

Analiza zawartosci ergosterolu jest bardzo obiecujacg metodg badania biomasy grzybni
w glebie. Wynika to ze specyfiki wystgpowania ergosterolu, jego stosunkowo duzej odpornosci
na rozktad w glebie [Mille-Lindblom i in. 2004], duzej odpornosci na dziatanie innych mikroor-
ganizméw, jak réwniez stosunkowo prostej techniki analizy. Jest to dobra metoda do badaii
obecnosci grzybéw w glebie i reakeji grzybéw na zabiegi agrotechniczne, stosowane nawozy
i srodki chemiczne. Zawartos¢ ergosterolu w glebie nie zalezy od zanieczyszczenia gleby meta-
lami ciezkimi i niektérymi fungicydami [Barajas-Aceves i in. 2002], dlatego metoda ta moze by¢
stosowana dla badad mikrobiologicznych gleb zanieczyszczonych, zwlaszcza monitorowania
procesu bioremediacji. Bardziej stabilna zawartos¢ ergosterolu w glebie niesterylnej oznacza,
ze metoda moze by¢ bardziej przydatna dla badania srodowisk zréwnowazonych i mniej dyna-
micznych, moze postuzy¢ takze do monitorowania populacji grzybéw w podtozach szkdétkar-
skich. Niestety, nie pozwala ona identyfikowaé grzybéw, a jedynie potwierdzac ich obecnosé czy
tez rejestrowac zmiany w ich liczebnosci. Nie ma zatem mozliwosci réznicowania jakosciowego
pod wzgledem sktadu gatunkowego grzybéw wystepujacych w podtozu. Oznaczanie ergosterolu
znalazlo réwniez zastosowanie do oceny intensywnosci kolonizacji mykoryzowej siewek w wa-
runkach nie tylko laboratoryjnych, ale takze polowych, jako alternatywa dla pracochtonnych
metod tradycyjnych [Salmonowicz, Nylunda 1988; Wallander i in. 1997].

Podsumowanie

Zawarto$¢ ergosterolu w sterylnej i niesterylnej glebie inokulowanej grzybami zgorzelowymi
(K. oxysporum, F. sambucinum var. sambucinum, Haematonectria haematococca, Neonectria radicicola
i Thanatephorus cucumeris) w 1.-9. tygodniu wynosita 0-966 pg/g. Zaczynata ona wzrasta¢ w 3. tygod-
niu i osiggata wigksze wartosci w 4.-6. tygodniu. Wzrost zawartosci ergosterolu swiadczy o wzroscie
populacji grzybéw zgorzelowych, ktére w tym czasie u siewek powodujg zgorzel powschodows.
Okresowo, tylko w glebie sterylnej, osiggneta wyjatkowo wysokie wartosci. Najwyzszg srednig
zawarto$¢ jtk obserwowano dla H. haematococca (247x10° jek/g w 5. tygodniu). Zawartos¢ ergo-
sterolu w glebie byta skorelowana z wielkoscig populacji badanych grzybéw wyrazong liczbg
jednostek tworzonych kolonie w 1 g gleby. Wspétczynnik korelacji Pearsona wynosit odpowied-
nio 0,700-0,946. Wysokie wartosci wspétczynnika korelacji swiadczg o istotnej korelacji wielkosci
populacji badanych grzybéw z zawartoscig ergosterolu. Wydaje si¢ zatem, ze metoda oznaczania
zawartosci ergosterolu jest skuteczna nie tylko do stwierdzenia obecnosci grzybéw, ale réwniez
stopnia zasiedlenia podtoza przez grzyby. W podtozu szkétkarskim metoda ta moze postuzy¢ do
monitorowania przebiegu zgorzeli powschodowej siewek.
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SUMMARY

Determination of fungal biomass in soil using ergosterol content analysis

The presence of microorganisms in the substrate is detected with increasing frequency using
chemical methods. They are based on the qualitative and quantitative analyses of compounds
which these microorganisms contain. Ergosterol is the primary sterol of fungi [Newell 1992,
Sundberg et al. 1999]. Determination of its contents for the determination of fungal biomass
was applied for the first time by Seitz et al. [1977]. The content of ergosterol in soil inoculated
with damping-off fungi in the 19" week amounted to 0-966 ig/g. Higher content of ergosterol
was observed at the level of 120.4 pg/g-966.0 pg/g in the 5% week. Higher average content of cfu
was observed for H. haematococca and T cucumeris (fig.). Ergosterol content was correlated with
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the size of fungal populations expressed in the number of colony forming units in 1 g soil more
frequently in not sterile soil. Pearson’s correlation coefficient reached 0.744-0.946 for not sterile
soil and 0.700-0.900 for sterile soil (tab.). The analysis of ergosterol content is a highly promising
method to study mycelial biomass in soil. It is a good method to study the presence of fungi in
soil and the response of fungi to cultivation measures, applied fertilizers and chemicals. A more
stable content of ergosterol in not sterile soil means that the method may be more suitable for
the analyses of balanced and less dynamic environments.



